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ENERG1ETRANSFERSYSTEME 



FQr die Detektlon sowta die Identiflzlerung von DNS Oder RNS kfinnen Hybrfdlslerungen mlt entspre- 
chenden komplementaren Nukleotidstrangen herangezogen warden. Dlese Hybrtdisierungen veriaufen mit 
sehr hoher Spezifitfit und welsen deswegen ein hones Potential fQr die Diagnose und die Erkennung von 
Krankheiten auf (Methods Enzymomtogy 68. 373 [1979]). 

s Eine Technik zur DurchfUhrung solcher Hybridlsierungsexperimente 1st die sogenannte Southern Blot 
Methods (J. Mol. Biol. 98, 503 [1975]), die allerdlngs recht umstandlich ist und mit dem weiteren Nachtell 
behaftet dass in der Regel radioaktive Isotope, z.B. ^P, bei dieser Technik verwendet warden. Daher sind 
viele Anstrertgungen unternommen worden, urn zum einen die Technik der Hybridlsienjngsverfahren zu 
vereinfachen und zum anderen die RadioaktivttSt durch geelgnete nichtradioaktive ReportermolekGte zu 

io ersetzen. 

Eine Mdglichkeit sowoht die Technik der Hybridisierung zu vereinfachen, ais auch gleichzeltfg die 
RadioaktivttSt zu ersetzen, bieten fiuoreszierende Systems, wobei ein Energietransfer von einem Donor auf 
einen Akzeptor stattfindet. Solche Energletransfersysteme wurden von Rirster vorhergesagt (Ann. Phys. 2, 
55 [1948]). Gleichzeitlg wurde von FSrster (supra) eine Relation zwischen der Effizlenz des Energietransfers 

75 und der Entfernung zwischen Donor und Akzeptor hergestellt (sog. F6rster-GIelchung). Uebertappt die 
Emissionsbande des Donors die Absorptionsbande des Akzeptors, kann Energie vom Donor auf den 
Akzeptor Qbertragen werden, wobei die Effizienz dieser EnergteQbertragung mit der 6. Potenz der Entfer- 
nung zwischen Donor und Akzeptor abnimmt. Mit anderen Worten. je kleiner die Entfernung zwischen 
Donor und Akzeptor, umso intensiver ist der Energietransfer. 

20 Inzwlschen sind Energletransfermessungen zu einem htrfreichen Werkzeug fUr Abstandsmessungen 
Innerhalb als auch zwischen verschiedenen MoiekQien geworden (Stryer, Ann. Rev. Biochem. 47, 819 
[1987]). Solche Abstandsmessungen Qber die Effizienz des Energietransfers zwischen Donor- und Akzeptor- 
molekOlen sind fQr Immunoassays als auch fOr DNA-Hybridisierungsassays geeignet (J. Biol. Chem. 251, 
4172 [1976]; Anal. Biochem. 108, 176 [1980]; Clin. Chem. 29, 1582 [1983]; Chemllumlnescent and 

26 Fluorescent Probes for DNA-Hybridisation Systems [1985]; KIngsburg, D.T. and Faikow S., Eds., 345-356, 
Academic Press, New York). 

Die vorilegende Erflndung betrifft neue t fQr Abstandsmessungen innerhalb als auch zwischen verschie- 
denen MolekUien geeignete Energletransfersysteme bestehend aus zwei organischen Verbindungen, von 
denen die eine einen Chromophor vom Lumazintyp ist und die andere, mit der sie in Wechserwtrkung stent. 

30 ein Rutheniumkomplex ist. 

Diese Energietransfersysteme konnen im weiteren Sinne auch als Donor-Akzeptor-Energietransfersyste- 
me definiert werden. Unter der Donor-Komponente sollen allgemein solche Verbindungen verstanden 
werden, welche in der Lage sind. Ucht von einer Energiequeile aufzunehmen und anschliessend auf einen 
Akzeptor abzugeben. Ais Akzeptor sollen allgemein solche Verbindungen verstanden warden, die befghigt 

35 sind, dlese vom Donor abgegebene Energie aufzunehmen. 

GemSss vorllegender Erflndung stellen solche Akzeptoren Ru-Komplexe dar. Die Energieaufnahme 
erfolgt Qber die langweilige "metal to ligand charge transfer"-Bande (MLCT) von diesen Ru-Komplexen. Der 
Ausdruck "metal to ligand charge transfer"-Bande (MLCT) bezeichnet den Uebergang von einem d-Elektron 
des Ru (It) -Ions zu einem w'-Elektron des Ugandan-Systems des Rutheniumkomplexes. Slehe hierzu auch 

40 Crosby, J. Chem. Education 60, 791-736 [1983]. 

Als Chromophor© vom Lumazintyp (Lu) eignen sich Lumazlnderivate und Shnliche w-Systeme der 
allgemeinen Formel 
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worin Ri und R2 jeweits fQr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci- 10 -AIkylgrupp9, V-Rlbosyl, 1- 

2 
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(22-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen; R, Wr en . H-Atorr MBdeMDr 
elr^eSeSa ls substituierte C,-,o-Alkylgruppe steht und R* fflr eine segebenenfaiis substtuierte 
T-u SSS5U. V-Bibosyl. 1' (2' -Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen HydroxyverWndung 



steht, 

oder der allgemeinen Formel 



OCX 



Rr 

worin Rs und Rc jewefls fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci- 10 -A!kylgruppe stehen; und R 7 und Rs fOr 
V- Ribosyl, V(2*-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen, beispielswelse 
eines C-Nukleosldderivates. wie in J. Org. Chem. 54, 3927 (1989) beschrieben. 

Unter analogen Hydroxyverblndungen werden Verbindungen mit einer oder mehreren Hydroxygruppen. 
uber die sich eine kovalente Kopplung an andere Molektile errelchen ISsst verstanden. Unter den 
Lumazinderlvaten werden sowohl die «-als auch die *-Anomeren verstanden. Die Zuordnung fUr £ 
Anornere wurde auf Grund publizierter Daten in den einschtfigigen Fachliteratur. z.B. mittels H-NMR 
(Chem Ber 106. 1401 (1973). Uebigs Ann. Chem. 1217-1234 (1977)) durchgefUhrt. Bgene neueste 
Untersuchungen mittels ROntgenstrukturanalyse zeigten, dass das ursprUngliche «-Anomere in WlrWIchkett 
0-Anomeres ist und umgekehrt 

Die Ruthenlumkomplexe sind Verbindungen der allgemeinen Formel 

Ru 2+ L,UU »l 

wobei die Uganden Li, L 2 und La gleich oder verschleden slnd und LadungsUbertragungselnhelten 
darstellen und der Ugand U mit einer Gruppe A-X substftuiert ist, wobei A eine Alkylengruppe. die auch 
Sulfonamid- Thioather-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamidfunktionen tragen kann und X eine Aidehyd-, 
Carboxy-, Hydroxy-. Amino-, Thiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphit- oder Phosphatgruppe oder 
eine modifizlerte Phosphatgruppe, z.B. eine Phosphonat-oder TWophosphatgruppe. oder eine sonstwie 
geeignete Funktion darstelit ' 

So wie hier verwendet steht der Ausdruck "C-io-Alkyl" fUr eine gerade oder verzweigte. gegebenen- 
falls substituierte Alkylkette. die 1-10 C-Atome enthfilL wie z.B. Methyl. Aethyl. n-Propyl. Isopropyl. n-Butyl. 
isobutyl, sek. Butyl, tert Butyl, n-Pentyl. n-Hexyl, usw. Bevorzugte Alkyigruppen sind Methylgruppen. 

Unter substitulerten Alkyigruppen werden soiche verstanden, die die FShigkeit zur EnergleObertragung 

nicht negativ beeinflussen. ..... « JU u *u » 

Beisplele fur LadungsUbertragungselnhelten L 1( U und U sind B.pyndyl. Bathophenanthrolin oder 
Benzbathophenanthroiin, die gegebenenfalls substituiert seln konnen. 

Die Alkyiengruppe A kann gerade oder verzweigtkettig sein. Qanz besonders bevorzugt ist A eine 
-<CH 2 U- oder -(CH 2 )s-Gruppe und X eine -OH-Gruppe. 

Bevorzugte erflndungsgemSsse Energietransfersysteme sind DNS- oder RNS-Sequenzen, die Chromo- 
phore vom Lumazintyp in kovalenter Bindung enthaiten und die entweder In modifizierter Form, vorzugswei- 
se in aminomodifizierter Form, oder in unmodiflzierter Form direkt oder Uber eine Spacer-Gruppe durch 
Reaktion mit elnem Rutheniumkomplex der Formel III kovalent verknUpft sind. Bevorzugt ist eine kovalente 
Bindung am F-Ende der DNS- oder RNS-Sequenzen, am 3'-Ende oder innerhalb der DNS- oder RNS- 
Sequenzen, die zu dlesem Zweck entsprechend modifiziert sind. 

GemSss vorliegender Erfindung k6nnen die Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz oder innerhalb der DNS- oder RNS-Sequenz anstelie eines Nukleosids eingebaut werden. 
wobei der Elnbau in belieWger Welse erfolgen kann. Es konnen aber auch mehrere. vorzugsweise 2-8 
aufeinanderfolgende Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder RNS-Sequenz oder Innerhato 
der DNS- oder RNS-Sequenz. anstelie mehrerer Nukleoside eingebaut werden. Denkbar ware es auch. dte 
Chromophore vom Lumazintyp so zu moditaieren. dass ihre Bindung auch an entsprechend modrfuierte 
Basen oder an das Zucker-Phosphat RUckgrat erfoigen kann. 
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Besonders bevorzugte erflndungsgemSsse Energletransfersysteme sind: 

Ru 2 * Li U Lj d(LuQTTQACAAQMTCCTCACAATACC) 3', 
Ru 2 * U U La d(GTUiGACAAQAATCCTCACAATACC) 3\ 
5 Ru 2 * Li U La d(GTTQALuAAQAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * Li U U d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3'. und 
Ru 2 * Li U U d(LuLuLuLuLuQTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3* 

bei denen der Ruthenlumkomplex (Ru complex) der aJIgemeinen Formel III CJber eine sehr stabile 

jo Phosphodlesterbindung an die DNS gebunden ist und die Chromophore vom Lumazintyp 1-{2'-desoxy-a-D- 
ribofuranosyl)-6.7-dlmethyl-lumazin (Lu) sind (siehe Figur 1 ). 

Die Chromophore vom Lumazintyp und Rutheniumkomplexe der Formel HI konnen aber euch in 
verschiedenen DNS- oder RNS-Sequenzen eingebaut als Energietransfersysteme verwendet werden. Sie 
kbnnen aber auch in Peptide oder Polypeptide eingebaut als Energietransfersysteme verwendet werden. 

75 Ein Snsatz In anderen MolekOlarten Ist ebenfaJIs denkbar. 

Der Ausdruck "DNS- oder RNS-Sequenzen* stent fOr natQrtiche oder synthetisch hergestelite. unmodlfi- 
zterte oder modifizierte DNS- oder RNS-Sequenzen. 

Die Rutheniumkomplexe der aJIgemeinen Formel 111 kttnnen gem^ss Europfilscher Patentanmeldung, 
VerSffentlichungs-Nr. 178450, hergestellt werden. 

20 Die Kopplung der Rutheniumkomplexe der aJIgemeinen Formel III an die DNS- Oder RNS-Sequenzen, 
die ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthalten, erfolgt In an sich bekannter Welse. Bne 
mSgQche Kopplungsweise mit modrfizierter DNS oder RNS besteht darin, dass man den Ruthenlumkomplex 
der Formel III und die modifizierte DNS- bzw. RNS-Sequenz mit einem wasseriOslichen Carbodiimidderlvat, 
z.B. mit N-Cyctohexyi-N'-{2-morphcriinoamy0^ behandelL Ein besonders 

as bevorzugtes Kopplungsmittel ist 1 ,1 ,3,3-Tetramethyl-2-succiny1uronium Tetrafluoroborat (1:1). nachfolgend 
TSIT genannt (das vorerwa'hnte "TSIT kann hergestellt werden, wie es in der offengelegten japanischen 
Patentanmetdung Nr. 166730/86 beschrieben 1st). Die Kopplung erfolgt vorzugswelse in einem LOsungsmit- 
telgemisch, z.B. aus DMF, Dioxan oder Wasser. Ueberraschenderwelse wurde gefunden, dass eine 
Aktivierurtg von Carboxylfunktionen mit TSU auch in Anwesenheit von Wasser vonstatten geht 

30 Die Kopplung kann aber auch direkt erfotgen, z.B. Uber eine Phosphodlesterbindung. die in einem 
LOsungsmittel, wie Acetonltril oder absoiutem Pyrldin ausgeblldet wird. Die Rutheniumkomplexe fOr eine 
direkte Kopplung werden in eine fOr die Kopplung geeignete Form UberfOhrt, vorzugswelse In 
Phosphoramidit-, H-Phosphonat- oder aktlvierte Phosphatfunktionen. 

Die Phosphoramtditderlvate der Rutheniumkomplexe konnen in situ fOr die Kopplung in der Oligonu- 

35 kieotidsynthese hergestellt werden (Bannwarth und Schmidt, Tetrahedron Letters 30, 1513 (1989)). 

Die Rutheniumkomplexe In Form ihrer H-Phosphonate sind durch Umsetzung des mit einer Hydroxyal- 
kylgruppe derivatislerten Ruthenlumkomplexes mit Trtsimidazoylphosphin (Frflhler et el., Nucleic Acid 
Research 14, 5399 (1986)) oder mit Sallzyichlorophosphin als Reagenz (Marugg et at., Tetrahedron Letters 
27, 2271 (1986)) und nachfolgender Hydrolyse erhSltJich. Die Herstellung kann gemass Rgur 6 erfolgen. 

40 Die so erhaltenen H-Phosphonate lassen sich in bekannter Weise in der Synthase von Oiigonukleotiden 
verwenden (Garreg et al.. Chemtca Scripta 25, 280 (1985)). 

Die Herstellung der DNS- Oder RNS-Sequenzen. die ein Oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukteoside eingebaut haben oder zusStziich an einem Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz enthalten, erfolgt in an sich bekannter Weise. Die Chromophore vom Lumazintyp werden in 

45 eine fUr die Kopplung geeignete Form UberfUhrt, vorzugswelse In Phosphoramidit-, H-Phosphonat- Oder 
aktivierte Phosphatfunktionen. Die Kopplung erfolgt vorzugsweise an das wachsende DNS* oder RNS- 
Fragment wShrend der Synthase. Die Synthase kann sowohl in flQssiger Phase als auch an fester Phase 
durchgefQhrt werden, wie sle beispielswelse in Science 230, 281 (1985), Chtmla 41, 302 oder In 
"Oligonucleotide Synthesis: A practical Approach", IRL Press, Oxford, UK, MJ. Gait, Ed. (1984) beschrie- 

50 ben ist 

Besonders bevorzugte DNS-Sequenzen, In welche ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukteoside oder zusStzlich am 5*-Ende eingebaut sind, sind: 

d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
55 d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC). 3\ 
d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ und 
d(LuLuLuUiLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3' 
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m 
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Ote* , DNS- Oder RNS-Sequenzen bilden auch einen Gegenstand der vorSegenden 

einen Gegenstid der vorllegenden Erfindung Widen die Uimaandenvate und ShnUche 
Systems dor ailgemeinen Formel 



75 



20 



worin R, und R* Jewells fur eln H-Atom, elne gegebenenfalls subst.hi.erte C.-io-A«qrlgruppe. 1 -Rfoosy . 1 - 
(Z'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen; R, «r em H^m ode Kir 
eine gegebenenfalls substrtuierte C,-,o-A.kylga.ppe stent und R. «r elne gegebenenfalte subsbWerte 
C,-,o-Alkylgruppe. r-Ribosyl. V^-Desoxyrlbosyl) Oder den Rest elner analogen Hydroxyverbmdung stent 
oder der allgemelnen Formel 



30 




II 



36 



40 



worin Rs und FU Jewells fur elne gegebenenfalls substrtuierte Ci-«rAlkylgruppe stehen; und R, und R a fUr 
V-Ribosyl. r<2'-Deso>cyribosyl) Oder den Rest elner analogen Hydroxyverbindung stehen. beisplelsweise 
eines C-Nukleosidderivates. wie in J. Org. Chem. 3927, 16 (1989) beschrieben. 

In elner bevorzugten AuefUhrungsform hat das Lumazinderivat die folgende Formel: 

0 



so 



€5 



worin Ri und R2 fOr eine gegebenenfalls substituierte d-,o-AIkylgruppe. vorzugsweise eine Methyfgruppe. 
stent und R 9 fUr 1 '-Ribosyl odor 1 '(^-Desoxyribosyl) stent. It ... , 

Eln besonders bevorzugtes Lumazinderivat 1st i.(2^esoxy-a-D-ribofuranosyH.7-dirnethyl-hjmazin 

(siehe Verbindung 1 in Figur 2). , , 

Die vorstehend"genannten Lumazinderivate konnen wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Bar. 106. 

1401 (1973) beschrieben, hergestellt werden Oder in analoger Weise hierzu. 

Eln weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bilden Phosphoramidlte und H-Phosphonate der 

vorstehend genannten Lumazinderivate, die fur die Festphasen-oder LSsungssynthesen von Ol.go- oder 



I 
i 
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Polynukleotiden geeignet sind. 

Bn besonders bevorzugtes Phosphoramldit der vorliegenden Erfindung 1st 1^-0^,4M3imetrK>xytrityl- 
2 , -desoxy-<rD-rIbonj™osyW , ^({2^ 
(siehe Verbindung 3 In Rgur 2). 

Die vorstehemf genannten Phosphoramldlte Oder H-Phosphonate der Lumazinderivate kSnnen durch 
Umsetzung von am 5'-Ende geschOtzten, vorstehend genannten Lumazinderivaten nach bekannten Metho- 
den hergestellt werden. Vorzugsweise wird das 5'-Ende des Lumazinderivats zuerst durch eine 4,4*- 
Dimethoxytritylgruppe geschOtzt und die resuWerende Verbindung anschliessend mlt 2-Cyanoethoxy-bls- 
dlisopropylaminophosphin in Gegenwart von Diisopropylammoniumtetrazoiid In das entsprechende 
Phosphoramldit des Lumazinderfvates umgesetzt Das hier bereits genannte, besonders bevorzugte 
Phosphoramldit i^s'-O^'-Dimethoxytrityl-^esoxy^M 
diIsopropyl-phosphoramidit)-6,7-dimethyl-lumazin 3 kann gemSss Rgur 2 hergestellt werden. 

Bn wetterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung slnd Lumazinderivate, die den Enbau von 
Lumazinen am 3*-Ende von Oligonukleotiden in der Festphasensynthese ermfiglichen. 

Bn besonders bevorzugtes Lumazinderivat der vorliegenden Erfindung 1st l-fS'-O^^-Dimethoxytrityl- 
2 f <lesoxy-o-D-ribofuranosyl-3'-0-succInyl)-67-dimethyHumazin (siehe Verbindung 16 in Rgur 5). 

Die vorstehend genannte Verbindung kann durch Umsetzung des am 5*-Ende mit einer 4,4 , -Dimethox- 
ytritylgruppe geschlitzten Lumazinderivats 2 nach bekannten Methoden hergestellt werden. Vorzugsweise 
wird das geschUtzte Lumazinderivat mlt BernsteinsSureanhydrid unter Aktivierung umgesetzt und das 
Produkt als Salz der SSure isoflert Die Herstellung des l-fS'^M'-DimethoxytrityW'-desoxy-a-D-ribofuran- 
osyl-3M)-sucdnyl)-6,7-dimethyl-lumazin kann gemass Rgur 5 erfolgen. 

Bn wettsrer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist mit Lumazinderivaten modiflzlertes Controlled- 
Pore-Glas (CPG) (siehe Verbindung 17 in Rgur 5), welches Ublicherweise als TrSgermaterial in der 
Festphasensynthese verwendet wird. Andere fur die Modifizierung verwendbare Trfigermaterialien, wie z.B. 
Kieselgei k6nnen ebenfalls benutzt werden (F. Chow; T. Kempe; G. Palm; Nucleic Acids Res. 9, 2807 
[1981]). 

Durch die VerknQpfung des CPG-Materials mit Nukleosiden und deren Derivate kfinnen die verschie- 
densten Reste am 3'-Ende eines Ollgonukleotides eingebaut werden. In der bevorzugten AusfUhrungsform 
der vorliegenden Erfindung wird das Tragermaterial mit einem Lumazinderivat verknOpft, welches fQr den 
weiteren Aufbau elnes Ollgonukleotids geeignet ist 

Die Herstellung des funktionell modtfizierten CPG erfolgt in an sich bekannter Weise durch Kupplung 
des l-fS'^^'-Dlmethoxym'tyha^esoxy-cnD-rlbofuranosyl-S^succinyO e ( 7-dimethyHumazin 16 mit fOr 
die VerknQpfung geeignetem CPG-Material. In der bevorzugten AusfUhrungsform erfolgt die Herstellung des 
funktionailsierten Tr&germaterials gemSss Rgur 5 durch Aktivierung von 16 mit Mesltylen-2-sulfochlorld 
(MsCI) und 1-MethyMmidazoi (Malm). 

Mlt dlesem so erhaltenen TrSger lassen sich Lumazinderivate am 3*-Ende von Oligo- oder Polynukleoti- 
den einfUhren. Dies hat den Vorteil, dass zum Beispiel Energietransfersysteme zwischen Oligonukleotiden 
mfiglich sind, die mit Donor oder Akzeptor an verschiedenen Enden der Oligonukleotide ausgerOstet sind. 

Besonders bevorzugte eriindungsgemasse Energietransfersysteme mtt diesen Egenschaften sind: 

S'-dCTGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
5 # -d(CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3' 
5*-d(TCAACGTATGTTCACCG-LuLuLuLu) 3* 

Ueberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die Chromophore vom Lumazintyp gemSss vorliegender 
Erfindung geeignet sind, Ucht von einem Stickstoff-Laser auf Rutheniumkomplexe der Formel III zu 
Obertragen. 

Die Kombinationen Chromophor vom Lumazintyp/Ruthenlumkomplex der Formel III stetlen damit 
Energietransfersysteme dar (mit dem Chromophor vom Lumazintyp als Donor und dem Rutheniumkomplex 
der Formel III als Akzeptor), die fUr Abstandsmessungen Innerhalb eines oder zwlschen verschiedenen 
MolekQIen ausserordentlich geeignet sind, da, wie bereits einleltend ausgefQhrt, auf Grund der Forsterglel- 
chung eine strenge Korrelation zwischen Energietransfer und dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor 
besteht. 

Solche Abstandsmessungen k6nnen zur Bestimmung von MolekOlassoziationen zwischen verschiede- 
nen MolekOten, beispielsweise zwischen DNS- oder RNS-Sequenzen und Proteinen/Peptiden herangezogen 
werden, wenn eine MolekOlart mit dem Donor und die andere mit dem Akzeptor ausgestattet ist. Dies kann 
zum Nachwels von Interaktlonen dleser MolekOie und zum Nachwels der Anwesenhelt oder Abwesenheit 



6 
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55 erSoen Damtt ist die Kopplung von Chromophoren vom Uitnazintyp an ********** 

SmSSmaSn Chromophor vom Lumazintyp und elnem Ru-Komplex der Formal III In aolchen Teats 
tl^tZ lichen Absande rwlschen Proteinen/Paptidan aina Rolle aplalan. we elwa be. Immunol 



70 says. 



Auch Rezeptorscreeningassays kfinnen auf dieser Basis aufgebaut warden. 

Duron Elnbau des Energietransfersystems im gleichen MolekQI lassen slch Abstandsmessuogen 
JJ efni MoSuls durchfQhren. Durch dan Einbau der Komponenten das In 
SS^MotaMN. lassen slch aber auch Abstandsmessungen ^T^T 
durchfOhren. Solche System* stellen die bevorzugten erfindungsgemSssen & ^ l ^^^fJ^ v ^ 
Dartlber hinaus slnd die besagten Donoren, insbesondere die erfindungsgemSssen Uirn^nderivate 
geeignet, In der far die Anregung der Rutheniumkomplexe verwendeten Kombinatton von Stickstoff- und 
Farbstofflaser letzteren zu ersotzen. oooaiko n Hw 

Die Methodik der zeitaufgelBsten Fluoreszenz-Technik ist beisplelswelse in der DTOS ^GBoder 
der frOher erwahnten Europaischen Paterrtanmeldung Nr. 85.1113777.9 (Verttffentiichungs-Nr. 178450) 

^oTe^folgenden Beisplele und Bguren illustrieren die vortiegende Erfindung ohne sle zu beschrSn- 
ken. 

Figur 1 zeigt die Struktur des 5'-Endes der Verbindung 11 (Beispiel 4). 
Rgur 2 zeigt schematise die Herstellung von HSMM.^-Dimethoxyt^^ 
3^0-(2-cyanoethyl)-N,N-dlisopr<>pyl^ <3>- 

Rgur 3 zeigt schematisch die Synthase von verschiedenen DNS-Sequenzen, die ein Oder mehrere 
Chromophore vom Lumazintyp anstelle einer Oder mehrerer Nukieoside eingebaut haben Oder zusatziich 
am 5*-Ende der DNS-Sequenz enthalten. t 
Figur 4 zeigt die geleiektrophoretische Analyse der Verbindungen 4-9 (Beispiel 3) und 10-15 (Beispiel 

4). 

Figur 5 zeigt schematisch die Synthese des i^S'-O-^^-Dlmemoxytrityi^'-desoxy-a-D-ribofurarrosyl-^ 
0-sucdnyt)-6.7-a1methyl-lumazIn und des mit Lumazin modrfizierten Tragers. 
Rgur 8 zeigt die Synthese des Ru-Komplex H-Phosphonats. 

Rgur 7 zeigt die Sequenzen der OUgonukleotide 20-25 und Ihre Verwendung In Energietransfersyste- 

^"Flgur 8 zeigt die Sequenzen der OUgonukleotide 20, 21, 23, 24, 25 und ihre Verwendung in 
Energletransfersystemen. 

<o Beisplele 

Aile Losungsmittel waren von hSchster Relnheit Das Phosphoramidrt des Ruthenium 
(bathophenanthrolin)-Kompiexes wurde in situ, wie von W. Bannwarth und D. Schmidt beschneben 
(Tetrahedron Lett. 30, 1513, 1989), hergestellt. DNS-Synthesen wurden an festen TrSgem (Adams et al.. J. 

<s Am Chem. Soc. 105. 661 [1983]) mittels Phosphoramidit-Chemie nach publizierten Methoden. z.B. nach 
Slnha et al., Nucleic Acids Res. 12. 4539 (1984) oder Bannwarth, Chlmla 41. 302 (1987). durchgefUhrt 
Ze*rtaufgeI8ste Ruoreszenzmessungen wurden in einem Volumen von 100 fi\ mitteis etnes publizierten 
Apparates [EuropSische Patentanmeldung, (Verofferrtlichungs-Nr. 178450)] durchgeftlhrt Kurzsaulenchro- 
matographie (CC). wie von Hunt und Rigby beschrieben (Chem. !nd.. London, 1888 [1987]). wurde mit Silica 

so Gel 60 (0.063-0.040 mm, Merck) durchgefUhrt. i^-desoxy-orD-ribofuranosyO-e^-dlmethyWumazin (1) 
wurde. wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Ber. 106. 1401 (1973) beschrieben, hergestellt 

Beispiel 1 



25 



30 



35 



7 



Is 



EP 0 439 036 A2 



1- ( 5 1 -0-4 , 4 1 -Diroethoxytrityl-2 • -desoxy-a-D-ribof uranosyl ) - 
6,7-diinethyl-luraazin (2) 

5 



70 0.15 mmol (46 mg) der Verbindung 1 wurden zwelmal In abs. Pyridin aufgenommen und evaporiert 
Dann wurde emeut In abs. Pyridin (5 ml) gelSst und mlt 0.25 mmol (85 mg) ^-DimethoxytritylchJorid 
versetzl und bel Raumtemperatur (RT) gerOhrt. Nach 1 h wurde 1 ml Methanol 2ugegeben und nach 
weiteren 15 Min. In gesattigte NaHCOs-L6sung gegossen und dreimal mlt je 30 ml Methylenchlorid 
(CH 2 Cla) extrahiert Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber NaaSCk getrocknet und nach 

15 Filtration vom Trockenmittel eingeengt Der RQckstand wurde Ober 10 g Kieselgel mittels Kurzsaulenchro- 
matographle mlt 100 ml CHaClz/EfeN (99/1) und 100 ml CHaCla/MeOH/EfcN (97/2/1) aufgetrennt. Die reinen 
Produktfraktlonen wurden gesammelt und eingeengt. Der RDckstand wurde nach LSsen In 5 ml Chloroform 
durch EIntropfen In 150 ml n-Pentan gefSIIt. Das Prazipitat wurde gesammelt und getrocknet und Ueferte 65 
mg (48.3%) reines Produkt 

20 

Beisplel 2 

l-( 5 1 -0-4 , 4 ' -Dijnethoxytrityl-2 ' -desoxy-a-D-ribof uranosyl- 
25 3 ' -O- ( ( 2-cyanoethyl ) -N , N-diisopropyl -phosphor amidit ) -6 , 7- 
dimethyl-lumazin (2) 



30 



0.3 mmol (183 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) wurden In 15 ml MeCN (abs.) aufgenommen und 
evaporiert Der ROckstand wurde dann erneut in 15 ml MeCN aufgenommen. mit 0.6 mmol (180 mg) 2- 

35 Cyanoethoxy-bis*dlisopropylaminophosph!n und 0.3 mmol (51 mg) Diisopropylammonium tetrazolid versetzt 
und fOr 2 h gerOhrt Danach wurde die Mischung in 100 ml gesattigte NaHCOs-Uisung gegossen und 
dreimal mlt ie 30 ml CH2CI2 extrahiert Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber NfteSO* 
getrocknet und nach Filtration vom Trockenmittel eingeengt Der RUckstand wurde Ober 10 g Kieselgel 
mittels Kurzsaulenchromatographle mit 100 ml CH 2 CI*/ EtsN (99/1) und 100 ml Cr^Cfe/BaN (98/2) 

40 aufgetrennt We reinen Produktfraktionen lieferten 170 mg (70%) reines Produkt 

Beisplel 3 

45 Synthese von d(GTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 4, 
d ( GTLuGACAAGAATCCTC ACAATACC ) 3. Ir 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 6, 

so d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3 , 5, 

d ( I.UGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3 , 8 und 

d { LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 9. 
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■ „. Synthese wurde mlt 180 mg 0 (^-0 te^^^^^ 
Tragormairia. begonnen (Fig. 3). Die ^^^^S^SaTBS^i!) dSrchgofDhrt 
^anoalhylphosphoramidlts bis zum Bnbau ^J^^^^\r^^mg«^ 
Imrner wenn eln Lumazindesa^lbos.d P ^^^£^Zf^ 3 tortge«hrt. FOr jede 



io Belspiel 4 



15 



20 



25 



Synthese von 

Ru Komplex-d(GTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 10, 

Ru Komplex-d ( GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 12, 

Ru Komplex-d ( GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 13, 

RU Koraplex-d(GTTGACAALUAATCCTCACAATACC) 3 , 14 , 

Ru Korap lex - d ( LuGTTG ACAAGAATCCTC ACAATACC ) 3, 11 und 

RU Komplex d ( LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 15. 



Nach Abspaltung cter DimethcBcytrityl-Schutzgruppe wurda der BaJhophenarimrohn-Ruthertum H-tom- 
Ptex rS«nS». in situ hergestellten Phosphoramldlts mil den Verblndungen ±9 (Belspiel 3) gekoppelt 
30 K*TaL Schmidt. Tetrahedron Letters 30, 1513 (1989))- Durch Behandlung mrt one Ammomak 
SeTdann die Verbindungen 10-15 in ungereinigter Form erhalten. Rgur 4 zelgt die Anaiyse d,eser 
Verbindungen mittels 20% Poryacrylamld-Gelelektrophorese. 

Dto VerMndungen 10-15 In reiner Form warden entweder mittels Umkehrphasen-HPLC Oder m.ttels 
prfiparatlver Golelektropnoreie und nachfolgender Etektroelutton erhalten. 



35 



Belspiel S 



Fluoreszenzmessungen rait den Verbindungen 11-15 zur 
Bestimmuhg der Effizienz des Energletransf ers 



Die FiuoreszenzintensitSten der Verbindungen 11-15 wurden mittels ze,taufeel&ster Fluoreszenz-Tech- 
nik gemessen. Die Verbindungen 11-15 wurden mitteFLichtpulsen eines Stickstofflasera (0.7 ns be. 337 
nmlangeregt und das RuoreszenzllShfwurde mittels olnes Photoverstarkers gemassen 

rTa ^messene Intensitat der Ruoreszenz I, bei 618 om (EmlssionswaHenlSnge des Ruthenlumkomple- 
50 xes) kann durch die Summe von 3 Komponenten beschrieben warden: 



In + Ira + Ire- 



!=. 1st die Fluoreszenzintensitat des Lumazin bei 618 nm. I ra stellt die durch direkte Anregung verursachte 
£££ Z dar und l FS bezeichnet den Ruoreszeruin^sitats-Be,^ des Energletrans- 
fers. Da If, praktisch null 1st. ISsst sich die gemessene Fluoreszenzintensitat so scnrelben. 



If" If2 + Ira- 



9 



EP 0 439 036 A2 



In der folgenden Tabetle slnd die Efflzienzen (E) des Energietransfers der Verbindungen 10-15 aufgefUhrt. 
Dlese wurden nach der Formal 



E = J P " ^ • 100 [%] 
X F2 



berechnet 



Verbindung E (%) 



11 15.0 

12 12.6 

13 5.4 

14 4.1 

15 77.0 



Die Tabelle offenbart eine Korrelatlon zwischen der Efflzienz des Energietransfers und dem Abstand 
zwischen Donor (Chromophor vom Lumazirrtyp) und Akzeptor (Rutheniumkomplex). Ausserdem ISsst sich 
durch den Elnbau mehrerer Donoren die Effizienz des Transfers stelgem, wie mlt Verbindung 15 gezeigt 

Beispiel 6 



Synthese von 5* d ( TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu ) 3' (20 ) 



A. Synthese von 1-(5'-0^,4'^imethoxyfrityl-2^^ 
zln (16). 

0,29 mmol (175 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) wurden mehrmals in trockenem Pyridin aufgenommen 
und evaporiert Der RUckstand wurde in 5 ml trockenem CH2CI2 aufgenommen und 0.91 mmol (91 mg) 
Bemsteinsaureanhydrid, 0,33 mmol (41 mg) DMAP sowte 0,91 mmol (126 pi) EfcN zugegeben und die 
Mischung fUr fOnf Stunden bei Raumtemperatur gerUhrt. Die Mischung wurde in 10 ml 1%lge EssigsSure 
gegossen und dreimal mit ]e 50 ml CH2CI2 extrahiert. Die vereinigten organlschen Phasen wurden 
getrocknet und elngeengt. Der RUckstand wurde Qber 20 g Kleseigel durch SSulenchromatographle mit 
CH 2 CI 2 /Et3N (99/1) und steigendem Ethanolgradient (1,3, 5%) gereinigt Reine Fraktionen wurden 
gesammelt und elngeengt Das Produkt (DC; Ht 0,32; CH 2 CI 2 /MeOH 9/1) wurde In 5 ml CH 2 CH 2 /1% 
NEfc gelttst und In 350 ml n-Pentan gefSiit. Der Niederschlag wurde gesammelt und getrocknet 
Ausbeute: 165 mg (79%) von 16 als Triethylammonlumsalz. 

B, FunktionaJisierung des CPG-Tr3gers mlt I^S'^.^-Dimethoxytrityl^'^esoxy^DH-ic^furanosyi-S'-O- 
succtnyl>^ t 7-dimethyWumazin (16) zu Verbindung 17. 

2,5 g des CPG-TrSgers und 0,18 mmol (130 mgy von Verbindung 16 wurden zusammen In 10 mi 
trockenem Pyridin mehrmals evaporiert. Der RUckstand wurde in 10 ml trockenem Pyridin aufgenommen 
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und 46 mmol (1.0 g) Mesitylen^Sulfochlorid sowie 4 mmol (0.4 ml) 

wil der MdfaL* (18 Stunden) wurde gelegentlich umgeschOttelt Da, Gemtech wurde M 
und mit Pyridin und Ather gewaschen. Nlchtabreagierte Aminogruppen wurden durch Zu ^ von J 5 ml 
^ lung aus 1 g DM/S>. 2 ml Ac*0 und 2 ml Lutidin blcckiert Nach 30 

abfiltriert und der funktionalisierte TrSger mlt Pyridin und fcther gewaschen und getnx*net Dutch UV 
Messung der abgespartenen DMTr-Gruppe (499 nm) wurde eine Beiadung des Tragers (17) von 27 

"a S^h r eTde 3 SMumadnderivatielerten Oligonukleotids 5' drrQGGATAGGTGQATTATLuLuLuLu^ 

' ^Synthese des Oligonukleotlds erfolgte mft dam In Tell B. hergestellten TrSger (17) unter Verwendung 
des uTazinphoaphommid 3 aus Baispiel 2. Dazu wurdan 1.08 ,mol 40 mgTdes Triers m,t 24 
*mol (20 mg) der Verbindung 3 und 240 „mol (17 mg) Tetrazol In 0,5 ml trockenem MeCN In einem 
Standardreaktionszyklus gekuppelt. Nach dem Bnbau der Lumazinchromophoran art i3 -Ende wurde de 
Synthase mlt normalen Phosphoramldlten fortgesetzt Nach EntschUtzung mlt NHa erfolgte die Isolierung 
des Oligonukleotlds (20) durch Elektroelution nach praparativer Gelelektrophorese. 
Belsplel 7 



Synthese von Ru Koraplex-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3M21) 



A. Synthese des H-Phosphonats des Bathophenanthrolln Ru (III) Komplexes (18). 
VerfahrenA: 

In eine Losung von 2.7 mmol (180 mg) Imidazol und 2,8 mmol (380 *l) EfeN in 10 ml trockenem MeCN 
wurde unter Argon Innerhalb von 5 Mlnuten mlt einer Spritze 0,8 mmol (70 ^l) PCl 3 zugegeben und die 
Mlschung fUr 30 Mlnuten bel Raumtemperatur (RT) gerUhrt Separat dazu wurden 0.1 mmol (126 mg) 
des Ru-Komplexes mit trockenem MeCN evaporiert und nach Aufnahme in 10 ml MeCN zu der 
Mischung mlt dem Trisimidazoylphosphtn gegeben. Nach 2h RClhren bel RT wurde die Mischung in 100 
ml 0 1 M TEAA pH 7,0 gegossen und mit CH 2 Ci 2 (3x50 ml) extrahiert Die vereinigten organlschen 
Phassen wurden Qber NaaSO* getrocknet. Nach Hnengen wurde der RUckstand mit Ather digeriert und 
anschllessend gewaschen. Nach Trocknen wurden 120 mg (86%) des H-Phosphonats 18 erhalten. 
Verfahren B: 

0 1 mmol (126 mg) des Ru-Komplexes wurdan mit MeCN evaporiert, in 5 ml trockenem MeCN und 1 ml 
trockenem Pyridin gelost und eine Lfisung von 0,5 mmol (101 mg) Sallzylchlorophosphin in 2 ml 
trockenem MeCN dazugegeben. Diese Reaktionsmischung wurde bel RT fOr 1.5 h gerOhrt in 50 ml 0,1 
M TEAA gegossen und. wie in Verfahren A beschrieben, aufgearbeitet. Ausbeute: 120 mg (86%) des H- 
Phosphonats 18. 

B. Kopplung von Ru Komplex H-Phosphonaten an Oligonukleotide. 

Das Oligonukleotld mlt der Sequenz d(ATAATCCACCTATCC-CAGTAGGAGAAAT) 3' wurde In bekannter 
Welse hergestellt und am 5*-Ende entschOtzt am Trager belassen. 26 *mol (36 mg) Verbindung (18) 
wurden mit trockenem MeCN evaporiert und in 1 ml trockenem Pyridin aufgelost 0.5 ml dieser Uisung 
wurden glelchzeHig mit 7.3 »\ Plvaloylchlorid. gel5st In 0,5 ml trockenem MeCN, zu 0.4 *mol des 
trSgergebundenen Oligonukleotlds d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3' gegeben. Nach einer 
Kupplungszeit von 4 Minuten wurde der TrSger gewaschen und nochmals mit der gleichen Mange an 
Reagenzien umgesetzt Danach erfolgte die Oxidation mit 1 ml 0.2 M J 2 miF und 1 ml EtsN/KbQ/THF 
(1:8:1, wv) und Waschschritte mit MeCN und &ther. Zum EntschUtzen wurden 10 mg des Tragers mlt 
700 mI konz. Ammonlak fUr zwel Stunden bet 67' C behandelt Durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
konnte die vollstfindlge Umwandlung des SlartoRgonuklaotids in das mit dem Ru Komplex markierte 
Oligonukleotid (21) gezelgt werden. 
Beispiel 8 
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Fluoreszenzroessungen mit den Verbindungen 20*25 zur 
Bestiramung der Effizienz des Energietransf ers 

6 



Um die EnergieObertragung zwischen Lumazln und Ru-Komplex, die jeweils mit verschiedenen MolekU- 
10 ten vericnOpft sind, zu bestimmen, wurden die Oligonukleotlde (20) und (23) sowte das Ru-Komplex 
marklerte Ollgonukleotid (21) an ein synthetisches Templat (22) nybridisiert und die EnergieObertragung 
bestimmt. 

Die Oligonukleatide (24) und (25) wurden als negative Kontrollen (keine EnergieObertragung) elngesetzt 
(slehe Fig. 7). Zur Charakterisienjng" des Energietransfers slnd in der folgenden Tabelle die VerhSltnisse der 
is gemessenen Ruoreszenzintensitfiten l F und Ifi der getesteten Oligonukieotide aufgefOhrt. Dabei warden fUr 
If und l ra die Definitionen von Beispiel 5 herbelgezogen. 

Hybrid 

20 

22/21/25 

as 22/21/24 

22/21/23 
22/21/20 

30 

In den Fallen, in denen die Oligonukieotide 24 und 25 verwendet wurden (negative Kontrollen), war 
keine EnergieObertragung 2U beobachten (Ip/ira ~~T). Bei~passender Hybridisierung (Hybrid 22/21/20 und 
22/21/23) war ein Energietransf er mOglich, der durch die Verdoppelung der SignalintensltaT"fOr das 
RuoFeszerulicht aus dem Energietransfer angezeigt wurde (Mre ~ 2). 
ss Somit war durch die Messung des Energietransfers eine klare Aussage mfiglich, ob eine Hybridisierung 
der beiden Donor/ Akzeptor Oligonukleotlde an ein gesuchtes Target in diesem Fall eine DNA-Sequenz, 
stattgefunden hatte. 

Die gteichen Sequenzen 21*25 wurden auch dazu verwendet, den Energietransfer zwischen zwel 
getrennten MolekUlen zu bestirrTmeh. ohne dass diese, wie oben beschrieben, Uber ein drittes MolekOI 

40 flxiert warden mussten (Fig. 8). Es wurde dabei nur die Spezifitat der Erkennung zwischen den beiden 
Verbindungen des Energletransfersystems ausgenQtzt. tm vorliegenden Fail hybridislerten die Oligonukleotl- 
de 21/20 und 21/23 aufgrund ihrer Basenzusammensetzung mlteinander und bitdeten mit ihren Chrornopho- 
ren^n^nergietransfersystern. Demgegentlber konnte das mit einem Chromophor marklerten Ollgonukleotid 
24 nicht mit 21 hybridisieren. Das Oiigonukleotid 25 hybridlsierte zwar mit 2U es trug aber kein fUr ein 

45 Energletransfersystem ben&tlgtes Chromophor. Wie die unterstehende Tabelle zeigt, ergaben sich bei den 
Fluoreszenzmessungen nur bei den Paaren 21/20 und 21/23 die erwarteten Energietransfers, wShrend die 
anderen beiden Paare 21/24 und 21/25 keine Transfers iiTglen (Kontrollen). 



so 



ss 



V X F2 



1,0 
1,1 
1,9 
2,2 
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Hybrid 




21/20 

11/11 
21/24 
21/25 



1.9 
1.8 

1,0 
1,0 



PatentansprUche 




Z Energietransfersysteme nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, class das Chromophor 
zlntyp ein Lumazinderrvat der allgemeinen Formel 



lst t worln Ri und Ffe jeweils fUr ein H-Atorn, eine gegebenenfalls substitulerte Ci -i o-Alkylgruppe, V- 
Ribosyl, V^-Oesoxyribosyt) odar dan Rest einer anatagen Hydroxyverblndung stehen; FU fOr ein H- 
Atom Oder fUr eine gegebenenfalls substitulerte Ci-10-Alkylgruppe stent, und R* fUr elne gegebenen- 
falls substitulerte Ci-io-Alkylgruppe, 1 '-Ribosyl, I'ta'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverblndung stent; 
oder der allgemeinen Formel 



1st, worin Rj und R6 jeweils fur eine gegebenenfalls substitulerte d-to-AlkylQnjppe stehen; und Rr 
und Re Wr V-Ribosyl, V(2 T -Desoxy ribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen. 

3. Energietransfersysteme nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. dass der Rutheniurnkompiex 
elne Verbindung der allgemeinen Formel 




I 




II 



13 



EP 0 439 036 A2 



Ru 2 * LtlsU lit 

- 1st wobei die Uganden Li , U und U gteich odor verschieden sind und Ladungstlbertragungselnherten 
darstellen, und der Ugand U mit einer Gruppe A-X substitulert 1st, wobel A elne Alkylengruppe, die 
auch Sulfonamide Thlofither-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamldfunktionen tragen kann und X elne 
AWehyd-, Carboxy, Hydroxy. Amino-, Thiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphrt- odor Phosphat- 
gruppe oder elne modifteierte Phosphatgruppe, 2.B. eine Phosphonat- oder Tniophosphatgruppe, oder 
eine sonstwie geelgnete Funktion darstelrt 

4. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass das Chromo- 
phor vom Lumazintyp ein Lumazinderivat der allgemelnen Forme! I ist, worin Ri und R2 jeweils fUr eln 
H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe, V-Ribosyl, V^'-Desoxyribosyl) oder den 
Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; Fb fQr ein H-Atom oder far eine gegebenenfalls 
substituierte Ci-10-Alkylgruppe stent; und R4 fOr eine gegebenenfalls subslituiarte Ci-10-Alkylgruppe, 
V-Ribosyl, IXS-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stent 

5. Energletransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass das Chromo- 
phor vom Lumazintyp ein Lumazinderivat der allgemeinen Formel II ist, worin R5 und Re fQr eine 
gegebenenfalls substituierte Ci-io*Atkylgruppe stehen; und R7 und Ra fOr V-Ribosyl, V^'-Desoxyribo- 
syl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

6. Energletransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder 
mehrere Chromophore vom Lumazintyp am Ende einer DNS- oder RNS-Sequenz oder innerhalb einer 
DNS- oder RNS-Sequenz anstelle eines oder mehrerer Nukleoside in der DNS- oder RNS-Sequenz 
elngebaut sind und die DNS- oder RNS-Sequenz an elnen Rutheniumkomplex der allgemeinen Formel 
111 gebunden ist, worin die Ladungsubertragungseinheiten Li , U und U gleich oder verschieden sind 
und Bipyridyl, Bathophenanthrolin oder Benzbathophenanthrolin-Gruppen darstellen, die gegebenenfalls 
substituted sein k&nnen. 

7. Energietransfersysteme nach Anspruch 6 mit einer der folgenden Formeln 

Ru 2 * L, La U-d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * L, U L3-d(GTLuQACAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
Ru 2 * L, U L3-d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3'. 
Ru 2 * Lt U U-d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3\ oder 
Ru 2 * L, U U-d (LuLuLuLuLuGTTG ACAAGAATCCTCACAATACC) 3* 

worin der Rutheniumkomplex der allgemeinen Formel HI Qber eine sehr stabile Phosphodiesterbindung 
an die DNS Oder RNS gebunden Ist und die Chromophore vom Lumazintyp 1-(2'-desoxy-a-D- 
ribofuranosyl)-6,7-dImethyHumazln [Lu] sind. 

8. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromopho- 
re vom Lumazintyp und die Rutheniumkomplexe in verschiedene modifizierte oder nichtmodifizlerte 
DNS- oder RNS-Sequenzen eingebaut sind. 

9. Verwendung der Energletransfersysteme gemass den AnsprQchen 1-8 fOr Abstandsmessungen inner- 
halb eines MolekOls Oder 2wlschen verschiedenen MolekUien. Insbesondere fQr Abstandsmessungen 
innerhalb einer DNS- oder RNS-Sequenz Oder zwlschen verschiedenen DNS- oder RNS-Sequenzen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9 in diagnostlschen Tests. 

11. DNS- Oder RNS-Sequenzen, die eine oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthalten. 

12. DNS- Oder RNS-Sequenzen gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore 
vom Lumazintyp Lumazinderivate der allgemeinen Formel 
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I 



worm Ri und Ffe Jewells fOr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substitulerte Ci-io-Alkylgruppe. V- 
FUbosyl V^-Desoxy-ribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen; R 3 fOr ein H- 
Atom Oder ftir eine gegebenenfalls substitulerte C,-io-Aikylgruppe stent; und R* fOr eine gegebenen- 
falls substituierte Ci-io-Alkyigruppe t r-Ribosyl. r^-Desoxyrlbosyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
Oder der aJIgemeinen Forme! 



worin Rs und FU jeweils ftir eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe stehen, und R 7 und Ra 
fQr r-Ribosyl, V(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. sind. 

13. DNS-Sequenzen nach Anspruch 12 mit den folgenden Formeln 

d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3 1 , 
d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTQALuAAQAATCCTCACAATACC) 3*. 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3'. 
d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
d[CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3' 
d[TCAACGTATGTTCACCGC-UjLuLuLu) 3,. 



14. DNS-Sequenzen nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore vom Lumazintyp 
(Lu) i^-desoxy-a-D-ribofuranosyO-e.T-dimethyWumaztn sind. 
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15. Lumazinderivate der allgemeinen Formel 
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wortn Ri und R2 jeweils fUr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substiluierte &-io-Aikylgruppe, V- 
Ribosyl, V(2*-Desoxyribosyl) Oder den Rest elner analogen Hydroxyverbindung stehen; R$ fOr ein H- 
Atom Oder fUr eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-AIkylgruppe stent; und R* fQr eine gegebenen- 
fails substituierte Ci-io-Atkylgruppe, 1'-Ribosyl. 1 , (2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung stent, 
Oder der allgemeinen Formel 



worin Rs und R« jeweils fQr eine gegebenenfalls substituiertB Ci-10-Alkylgruppe stehen, und R 7 und Ra 
fur V-Ribosyl, r^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

16. Phosphoramidlte oder H-Phosphonate der Lumazinderivate nach Anspruch 15, Insbesondere l-tS'-O- 
A^'-Olmethoxy-trityha'-desoxy-a-D-ribofuranosyl-S *-0-((2-cyanoethyl)-N,N-d!isopropyl-phosphorarnidlt)- 
6.7-dimethyHumazin. 

17. Mit Lumazinderlvaten gemJiss Anspruch 15 modifiziertes Tragermaterial, Insbesondere l-(B % -to4A 9 * 
Dimethoxy-tntyl-2 f Kiesoxy-a-DHribofurejttsyW^ 

18. Verwendung des TrSgermaterials nach Anspruch 17 in der Festphasensynthese. 

19. Verfahren zur Herstellung von Energietransfersystemen, bestehend aus zwel organischen Verblndun- 
gen, von denen die eine ein Chromophor vom Lumazirrtyp 1st und die andere, mit der sie in 
Wechselwirkung stehn. ein Ru-Komplex 1st. dadurch gekennzeichnet. die beiden Chromophore nach 
beschriebenen Methoden unabhSngig vonelnander synthetislert werden und fQr die Wechselwirkung in 
rSumOche NShe gebracht werden. 

20. Verfahren zur Herstellung von DNS- oder RNS-Sequenzen, die eine oder mehrere Chromophore vom 
Lumazlntyp enthalten. dadurch gekennzeichnet, dass Lumazinderivate der allgemeinen Formel 
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worin R1 und R 2 jeweils fQr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe. 1 - 
Ribosyl t'tt'-Desoxyribosyi) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung slehen; R 3 fQr ein H- 
Atom Oder fQr elne gegebenenfalls substituierte C,-io-Alky1gruppe steht; und R* fQr elne gegebenen. 
falls substituierte Ci-10-Alkylgruppe. 1'-Ribosyl, I^^Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverblndung steht, 
Oder der allgemeinen Formel 



R7 



^R 5 

II 



worin Rs und FU Jeweils far eine gegebenenfalls substituierte Ci-to-Alkylgruppe stehen, und R 7 und R« 
fQr V- Rtbosyl. V(2'-Oesoxyribosyi) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, in einer 
far die Kopplung geeigneten Form, vorzugsweise als Phosphoramldite, H-Phosphonate oder aktivierte 
Phosphatfunktionen irn Vertauf der DNS- oder RNS-Synthese in die zu synthetlslerenden Sequenzen 
kovalent elngebaut warden. 

Verfahren zur Herstellung von mit Lumazinderivaten verknUpftem Tragermaterial, dadurch gekermzeich- 
net, dass Lumazlnderivate der allgemeinen Formal 
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R 2 R 4 



worin Ri und Ra jeweils fUr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte d -1 o-Alkylgruppe. V- 
Ribosyl, V^'-Desoxyrlbosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen; Ra fUr ein H- 
Atom oder fur eine gegebenenfaUs substituierte Ci-io-AUcylgruppe steht; und R* fur eine gegebenen- 
falls substituierte C-io-AIkylQruppe. V-Ribosyl, V(2'-DescKyrlbosyl> oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
oder der allgemeinen Formel . 
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Rt 

worin Rs und Re jewells fOr eine gegebenenfalls substltuierte Ci-io-Alkylgruppe stehen, und R 7 und Rs 
fOr I'-Ribosyl, 1 '(S'-Desoxyribosyl) oder den Rest elner analogen Hydroxyverbindung stehen, nach 
OberfQhrung in eine fUr die VerknClpfung mit dem Trfiger geeignete Form, vorzugswefse als Sucdnyl- 
derivat, mit diesem unter Bildung einer kovalenten Bindung gekoppeit warden. 

22. Energietransfersysteme nach Anspruch 1, hergesteltt nach einem Verfahren gemSss Anspruch 19. 

23. DNS- und RNS-Sequenzen nach Anspruch 12, hergestelit nach einem Verfahren gemSss Anspruch 20. 

24. TrSgermaterial nach Anspruch 17, hergestelit nach einem Verfahren gemass Anspruch 21. 
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FIG 3 
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FIG 4 
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FIG 5 
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FIG 7 
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KEIN ENERGIE- 
TRANSFER 



® 

d(ACCCTATCCACCTAATAAAAATATTAGGTGGATAGGGTCATCCTCTTTA)5" 

22 

d(TGGGATAGGTGGATTAT-Lu 4 )Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 

20 W 21 

ENERGIE-TRANSFER 

d(CTACTGGGATAGGTGGA-Lu 4 ) 23 
d(TCAACGTATGTTCACCG-Lu 4 ) 24 

Kontrollen 

dfTGGGATAGGTGGATTAT) 2 5 
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FIG 8 



ENERGIE /»» © 3' KEIN ENERGIE (A) 

TRANSFER v. (5) ■ " 5 1 TRANSFER 



>-Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3 . 21 



d(liu-TATTAGGTGGATAGGGT) 5 " 20 



d(Lu 4 -AGGTGGATAGGGTCATC) 5 23 



d(Lu 4 -GCCACTTGTATGCAACT) 5 * 24 



d(TATTAGGTGGATAGGGT) 5 25 



Kontrollen 
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